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Ан н о т а ц и я
Целью данной работы является изучение влияния гипо- и гиперосмотической нагруз­ки на морфометрические параметры форменных элементов гемолимфы Blaberus 
craniifer. Применение методов атомно-силовой микроскопии позволило оценить такие па­
раметры гемоцитов, как микрорельеф клеточной поверхности, линейные размеры клеток, 
включая высоту. Описаны изменения топографии поверхности гемоцитов при контактных 
взаимодействиях с твердым субстратом и при воздействии сред, отличных от физиологи­
чески нормальной.
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Ab str a c t
The purpose of this study is the investigation of the effect of hypo- and hyperosmotic stress on morphometric parameters of the formed elements of the Blaberus craniifer hemolymph. 
Application of methods of atomic force microscopy allowed us to estimate such hemocytes 
parameters as microrelief of cell surface , the linear dimensions of cells, including height. The 
article describes he variation of the cell surface topography during the interaction with substrate 
and under the action of medium that differs from physiological solution.
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Рельеф, или топография клеточной по­
верхности, является весьма мобильной ха­
рактеристикой: она изменяется в зависимо­
сти от функционального состояния клетки 
[2; 6; 8]. Шероховатость поверхности пред­
ставляет собой совокупность неровностей, 
образующих микрорельеф [7]. Количествен­
ная оценка шероховатости поверхности мем­
бран имеет важное практическое значение, 
так как позволяет выявить влияние гомо­
генности или гетерогенности поверхности 
на процессы захвата инородных объектов и 
устойчивость к гипо- и гиперосмотическим 
нагрузкам [9; 10].
м а т е р и а л ы  и  м е то д ы  и ссл е д о в а н и я  
Объектами исследования служили гемо- 
циты Blaberus craniifer, предварительно клас­
сифицированные по морфофункциональным 
особенностям на 7 типов [1]. Отбор гемолим­
фы у насекомых осуществляется из попереч­
ного разреза лапки. Полученную гемолимфу 
делили на три части, каждую из которых по­
мещали в отдельную чашку Петри. К каждой 
части гемолимфы добавляли 10 мкл раствора 
NaCl определенной концентрации (гипотони­
ческий -  0,45 % NaCl, изотонический раствор 
-  0,9 % NaCl, гипертонический -  1,35%). Инку­
бацию проводили в течение 1 минуты. Каплю 
гемолимфы помещали на стекло и делали 
мазки. Исследования проведены с использо­
ванием сканирующего зондового микроскопа 
Интегра Вита NT-MDT в режиме атомно-сило­
вой спектроскопии при наложении нагрузки в 
25 локальных участках клеточной поверхно­
сти. Обработку полученных АСМ-изображе- 
ний осуществляли с помощью программного 
обеспечения Image analysis 3.5 [3]. Был про­
веден анализ следующих амплитудных сред­
нестатистических параметров шероховатости 
поверхности в соответствии с международны­
ми стандартами: Cредняя квадратическая ше­
роховатость Sq (nm); Высота самого высокого 
пика Sp (nm); Глубина самой глубокой впади­
ны Sv (nm); Асимметрия Ssk -  характеризует 
скошенность распределения профиля, когда 
один спад крутой, а другой -  пологий; Эксцесс 
Sku характеризует протяженность распреде­
ления профиля; Sz -  параметр, характеризу­
ющий толщину поверхностного, возмущен­
ного слоя, не полностью заполненного ма­
териалом, в котором происходит изменение 
рельефа. Так же были определены значения 
одного из функциональных параметров, ха­
рактеризующих рельеф в локальной области 
и степень гладкости поверхности -  плотность 
вершин (пиков) Sds (1/pm2). Данный показа­
тель демонстрирует количество вершин на 
единицу площади [4; 5; 9].
Р е з у л ь т а ты  и ссл е д о в а н и я
и  и х  о б су ж д е н и е
Прогемоциты. На поверхности нативных 
клеток преобладают микровозвышения, не 
превышающие 187 nm. Снижение осмоти­
ческого давления вело к незначительному 
увеличению объема клеток. На сканограм­
мах гемоциты имели близкую шарообразной 
форму и гладкую, практически лишенную 
складок, мембрану (рис. 1).
Рис. 1 .2D и 3D -  сканограмма прогемоцитов Blaberus craniifer
Fig. 1 .2D and 3D -  scanogramm of Blaberus craniifer prohemocyets
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В гипертонических условиях показатели 
среднеквадратичной шероховатости поверх­
ности повышаются c 53,7 до 68,8, но умень­
шается расстояние между возвышениями. 
Происходит увеличение высоты пиков и глу­
бины впадин (табл. 1). В условиях понижения
осмотического давления отмечено сглажива­
ние рельефа. Изменений в симметричности 
распределения различных структур рельефа 
при изменении осмотического давления не 
наблюдали.
Таблица 1
Показатели шероховатости топографии поверхности прогемоцитов в условиях
измененного осмотического давления
Table 1
Parameters o f microrelief o f prohemocyts surface under conditions o f different osmolarity
Условия
инкубации
Параметры
Sq Sp, nm Sv, nm Sds, 1/^m2 Sz, nm
Гипотоническая
среда 26,54±1,1 100,23±0,8 52,12±0,3 0,68 152,35±1,4
Изотоническая
среда 28,41±0,5 105,00±1,2 52,45±0,9 0,70 157,45±0,3
Гипертоническая
среда 29,04±0,4 104,12±0,2 55,14±0,5 0,70 159,26±0,3
Плазмоциты. Нативные гемоциты отли­
чаются формой, близкой к дисковидной (рис. 
2). Высота клеток около 1,2 ^m. Наружная 
плазматическая мембрана формирует греб­
невидные складки на периферии. В услови­
ях пониженного осмотического давления 
наблюдали значительное распластывание 
гемоцитов, экстремальные перепады про­
филя по высоте отсутствовали, чем объясня­
ется значение показателя sku, равное 2,88.
По периферии формировался широкий обод 
ламеллоплазмы. Рельеф мембраны приоб­
рел большее количество микровозвышений 
и микровпадин в гипертонической среде, о 
чем свидетельствует увеличение показателя 
плотности пиков на единицу поверхности 
(табл. 2). Инкубация гемоцитов в гипотони­
ческой среде не вызвала существенного из­
менения по данному параметру.
Рис. 2 .2D и 3D -  сканограмма плазмоцита Blaberus craniifer
Fig. 2. 2 .2D and 3D -  scanogramm of Blaberus craniifer plasmatocyte
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Толщина возмущенного слоя (sz) натив­
ных клеток составила 546,52±0,4 nm. У  гемо- 
цитов, инкубированных в среде с повышен­
ной осмолярностью, этот показатель увели­
чился до 562,32±0,8 nm, а в гипотонической 
снизился до 409,36±1,2nm. Таким образом,
происходит уменьшение толщины возму­
щенного слоя в условиях пониженного осмо­
тического давления с сохранением или уве­
личением числа микровозвышений на еди­
ницу площади.
Таблица 2
Показатели шероховатости топографии поверхности плазмоцитов 
в условиях измененного осмотического давления
Table 2
Parameters o f microrelief o f plasmatocytes surface under conditions o f different osmolarity
Условия инкубации
Параметры
Sq Sp, nm Sv, nm Sds, 1/^m2 Sz, nm
Гипотоническая
среда 50,12±0,6 308,21±0,2 101,15±0,5 0,87 409,36±1,2
Изотоническая
среда 50,82±1,2 428,80±0,8 117,72±1,1 0,89 546,52±0,4
Гипертоническая
среда 56,88±0,4 430,21±0,3 132,11±0,6 1,12 562,32±0,8
Гранулоциты. Нативные клетки характе­
ризуются правильной округлой или оваль­
ной формой (рис. 3). Поверхность неровная, 
отмечено выпячивание гранул. Профиль ге- 
моцитов этого типа имеет углубление в ну- 
клеарной области. Высота клеток около 1,5 
^m, в области ядра данный параметр может 
быть ниже -  около 1,1-1,2 ^m. В гипотониче­
ской среде микрорельеф поверхности прини­
мает более однородный характер, показате­
ли шероховатости для этого типа гемоцитов 
значительно снизились (табл. 3). В условиях 
повышенного осмотического давления ми­
кровозвышения на поверхности гемоцитов 
приобретали угловатые очертания.
Рис. 3. 2D и 3D -  сканограмма гранулоцита Blaberus craniifer
Fig. 3. 2D and 3D -  scanogramm of Blaberus craniifer granulocyte
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Сферулоциты — шарообразные или яй­
цевидные гемоциты. Ядро хорошо заметно 
на сканограмме, имеет правильную круглую 
форму, расположено в центре или может 
быть немного смещено к краю. От ядра к пе­
риферии в виде лучей отходят радиальные
тяжи с поперечными отростками, формиру­
ющими ячейки -  здесь происходит накопле­
ние сферических включений (рис. 4). В об­
ласти ядра высота клетки не превышает 1,0 
pm, в то время как профиль остальной части 
гемоцита достигает 1,8-2 pm.
Таблица 3
Показатели шероховатости топографии поверхности гранулоцитов в условиях
измененного осмотического давления
Table 3
Parameters o f microrelief o f granulocytes surface under conditions o f different osmolarity
Условия
инкубации
Параметры
Sq Sp, nm Sv, nm Sds, 1/pm2 Sz, nm
Гипотоническая
среда 47,90±0,8 130,26±1,2 21,34±0,5 0,52 151,60±1,4
Изотоническая
среда 48,63±0,7 296,48±0,9 29,42±1,0 0,70 325,90±1,6
Гипертоническая
среда 59,96±0,2 296,80±0,6 31,44±0,3 0,83 328,24±1,2
*
v
Рис. 4. 2D и 3D -  сканограмма сферулоцита Blaberus craniifer 
Fig. 4 .2D  and 3D -  scanogramm o f Blaberus craniifer spherulocyte
В среде, отличной от физиологически 
нормальной, клетки демонстрируют ста­
бильность -  это касается как формы, так и 
параметров, характеризующих особенности 
микрорельефа поверхности (табл. 4). Иногда
инкубация в гипертонических условиях при­
водила к более сильной инвагинации участ­
ков мембраны между сферическими включе­
ниями.
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Таблица 4
Показатели шероховатости топографии поверхности сферулоцитов в условиях
измененного осмотического давления
Table 4
Parameters o f microrelief o f spherulocytes surface under conditions o f different osmolarity
Условия
инкубации
Параметры
Sq Sp, nm Sv, nm Sds, 1/^m2 Sz, nm
Гипотоническая
среда 155,02±0,3 620,89±0,3 175,14±0,7 0,64 796,03±1,5
Изотоническая
среда 155,71±1,1 624,03±0,3 178,52±0,6 0,64 802,55±1,4
Гипертоническая
среда 156,12±0,2 624,38±0,8 179,00±1,1 0,66 803,38±0,8
Веретеновидные плазмоциты. Характер 
поверхности отличается меньшим морфо­
логическим разнообразием, по сравнению с 
простыми плазмоцитами. Данный тип кле­
ток лучше сохраняет форму, в том числе при
инкубации в средах, отличных от физиоло­
гической. Крупное овальное ядро, располо­
женное центрально, едва заметно. Высота 
гемоцитов не имеет достоверных отличий в 
области ядра и на периферии клетки (рис. 5).
Рис. 5 . 2D и 3D -  сканограмма веретеновидного плазмоцита Blaberus craniifer 
Fig. 5. 2D and 3D -  scanogramm o f Blaberus craniifer vermicyte
Мембрана формирует полусферические 
микровозвышения, которые после инкуба­
ции гемоцитов в гипертонической среде при­
обретают угловатые очертания. Повышение 
и понижение осмолярности среды оказыва­
ет достоверное обратно пропорциональное 
влияние на изменение линейных размеров
клеток только по короткой оси. Воздействие 
гипотонического раствора влечет за собой 
небольшое уменьшение толщины возмущен­
ного слоя (табл. 5). Изменение условий не 
привело к существенным деформациям по­
верхности гемоцитов данного типа.
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Таблица 5
Показатели шероховатости топографии поверхности веретеновидных плазмоцитов в
условиях измененного осмотического давления
Table 5
Parameters o f microrelief o f vermicytes surface under conditions o f different osmolarity
Условия
инкубации
Параметры
Sq Sp, nm Sv, nm Sds, 1/qm2 Sz, nm
Гипотоническая
среда 52,73±0,4 481,69±0,2 92,34±0,3 0,96 574,03±0,6
Изотоническая
среда 54,95±0,6 494,78±0,8 110,02±0,7 0,96 604,80±1,6
Гипертоническая
среда 59,37±0,4 497,25±0,4 113,78±0,5 1,08 611,03±0,9
Коагулоциты. Мембрана формирует мно- кубации в гипотонической среде, используя
жество складок, что определяет способность мембранный резерв. Четко различима цен-
коагулоцитов сохранять целостность при ин- тральная приподнятая область ядра (рис. 6).
Рис. 6 .2D и 3D -  сканограмма коагулоцита Blaberus craniifer 
Fig. 6. 2D and 3D -  scanogramm o f Blaberus craniifer coagulocyte
Во всех условиях тонкий слой цитоплазмы 
по направлению от околоядерного простран­
ства к периферии гемоцита находился прак­
тически вровень с подложкой. Таким обра­
зом, высота клеток в области ядра составляла 
1,6 qm, а остальная часть клетки не превы­
шала 0,9 qm. В условиях гипертонии поверх­
ность приобретала максимальную плотность 
распределения борозд и гребней, а также де­
монстрировала высокие значение средней 
квадратической шероховатости (табл. 6).
Таблица 6
Показатели шероховатости топографии поверхности коагулоцитов в условиях
измененного осмотического давления
Table 6
Parameters o f microrelief o f coagulocytes surface under conditions o f different osmolarity
Условия инкубации
Параметры
Sq Sp, nm Sv, nm Sds, 1/qm2 Sz, nm
Гипотоническая
среда 142,25±0,5 600,03±1,2 42,56±0,8 0,74 642,59±1,5
Изотоническая
среда 142,17±0,8 610,67±0,9 52,04±1,4 0,76 558,63±1,7
Гипертоническая
среда 164,36±0,7 612,96±0,6 61,34±1,2 0,98 674,3±0,8
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Эноцитоиды. Поверхность эноцитоидов 
характеризуется наличием глубоких инваги­
наций мембраны в периферической области, 
что подтверждается отрицательным значе­
нием эксцесса (-0,81). Величина данного па­
раметра уменьшилась до -0,76 после инку­
бации клеток в среде с повышенной солёно­
стью. При этом возросла частота встречаемо­
сти микровозвышений на единице площади,
р е з у л ь т а т
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особенно в области ядра (табл. 7). На сканах 
заметны гребни с поперечными ответвления­
ми, тянущиеся от центра к краям клетки (рис. 
7). Область ядра приподнята относительно 
остальной часть гемоцита. В целом микро­
рельеф поверхности эноцитоидов отличался 
наибольшим разнообразием, что отразилось 
в показателях шероховатости.
Рис. 7 .2D и 3D -  сканограмма эноцитоида Blaberus craniifer 
Fig. 7. 2D and 3D -  scanogramm o f Blaberus craniifer enocytoide
Таблица 7
Показатели шероховатости топографии поверхности эноцитоидов 
в условиях измененного осмотического давления
Table 7
Parameters o f microrelief o f enocytoides surface under conditions o f different osmolarity
Условия инкубации
Параметры
Sq Sp, nm Sv, nm Sds, 1/pm2 Sz, nm
Гипотоническая среда 98,63±0,7 350,17±1,1 162,63±0,7 0,62 512,80±1,8
Изотоническая среда 102,67±1,4 363,62±0,5 179,60±1,1 0,62 543,22±1,4
Гипертоническая среда 119,12±1,2 364,65±1,3 197,16±1,5 0,71 561,81±1,5
У  всех типов форменных элементов, при 
инкубации в средах с различной осмоляр- 
ностью значения эксцесса (sku) находились 
в диапазоне от 0 до 3, что говорит об отсут­
ствии экстремальных пиков и впадин. Ви­
зуальный анализ сканов показал, что для 
микрорельефа коагулоцитов и эноцитоидов 
характерно преобладание инвагинаций -  это 
подтверждают и отрицательные значения ssk 
(-0,48 и -0,81 соответственно для двух типов 
типов клеток). Данный параметр у остальных 
типов гемоцитов принимает значения, близ­
кие к нулю, что связано, с приблизительно 
равным соотношением впадин и выступов 
плазматической мембраны.
з а к л ю ч е н и е
Описаны изменения топографии поверх­
ности гемоцитов при контактных взаимо­
действиях с твердым субстратом и при воз­
действии сред, отличных от физиологически 
нормальной. Для клеток, выполняющих фа­
гоцитарную функцию характерно уменьше­
ние/увеличение толщины возмущенного 
слоя в гипотонической и гипертонической 
средах соответственно с сохранением или 
увеличением числа микровозвышений на 
единицу площади. У гемоцитов с обильным 
содержанием гранул отмечено преобладание 
инвагинаций при попадании в условия с по­
вышенным осмотическим давлением. Коэф­
фициент шероховатости у всех типов клеток 
в данной среде повышается, однако это не 
всегда связано с увеличением числа микро­
возвышений -  значимую роль также играет 
углубление впадин и увеличение высоты эле­
ментов микрорельефа.
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